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Resumo:

Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos com uma estrutura
molecular cbnica rigida com o interior hidrofoébico e o exterior hidrofilico e por
essa razao, podem formar complexos de inclusdo com uma ampla variedade
de moléculas, resultando em alteracdes nas suas propriedades fisicas e
quimicas. CGTases produzem CDs a partir de uma reacdo de
transglicosilacao intramolecular do amido. A CGTase comercializada pela
empresa Novozymes (Toruzyme®), é uma enzima produzida por uma
linhagem de Bacillus (hospedeiro) geneticamente modificada, que recebeu o
gene para CGTase de uma linhagem de Thermoanaerobacter (doador). O
presente projeto teve por objetivo utilizar a Toruzyme® para producéo de
CDs e otimizar o meio de produgdo em relacdo a quantidade de alcool etilico
adicionado. A dosagem cromatografica permitiu quantificar as diferentes
CDs produzidas e, ao final das 24 h de reagéo, na presenca de 15% (v/v) de
alcool etilico, a enzima comercial tornou-se uma a-CGTase, pois produziu
maior quantidade de a-CD, chegando a 21,62 mg/mL, enquanto para 3-CD
foi 17,02 mg/mL. No Brasil ha uma grande motivacdo para o estudo de
meétodos de producdo de CDs, ja que ha uma disponibilidade do substrato
amido a baixo custo, 0 que torna atraente a perspectiva de producdo de
CDs, que sao produtos de alto valor agregado.

Introducao

Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos contendo seis (a-CD),
sete (B-CD), oito (y-CD) ou mais unidades de glicose. Elas séo produzidas a
partir da reacéo de ciclizacdo do amido, catalisada pela enzima ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase). Esta enzima é membro da familia glicosilases
amiloliticas, extracelular, produzida por Varios micro-organismos
pertencentes ao género Bacillus (LOFTSSON e DUCHENE, 2007).
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Para aumentar a producdo de CDs, tém-se relatado o emprego de etanol,
pois se acredita que ocorra uma diminuicdo da perda de CDs por reacdes de
transglicosilacado e acoplamento. O etanol pode facilmente ser evaporado e
reutilizado, e, além disso, sua presenca reduz a possibilidade de
contaminag¢des microbianas durante o processo. O etanol exclui moléculas
de agua do centro ativo da enzima, prevenindo reacdes hidroliticas, bem
como as reacoes reversas, e desta forma retarda a decomposi¢cao da CD
formada (GAWANDE e PATKAR, 2001).

Considerando a importancia da otimizacdo de processos biotecnoldgicos e a
necessidade de disponibilizacdo de CDs para aplicacdo industrial, o
presente projeto teve por objetivo utilizar a enzima comercial Toruzyme®
para producdo de CDs e otimizar as condi¢cdes de producdo em relacdo a
guantidade de alcool etilico adicionado ao meio.

Materiais e métodos

Influéncia do &lcool etilico na producéo de CDs utilizando a Toruzyme®

A influéncia que concentracdes moderadas de alcool etilico provocaram na
producdo de CDs pela CGTase de Thermoanaerobacter foi testada
utilizando valores de 5, 10, 15 e 20% (v/v). As condicOes reacionais para
esta produgcdo de CDs foram: 65°C, substrato maltodextrina 10% (p/v) e
0,02% (v/v) de enzima dissolvidos em tampéo citrato de sédio 10 mM, pH
6,0. O teste foi realizado durante 24 h e amostras de 2 mL foram coletadas
em intervalos regulares de tempo.

Determinacédo espectrofotométrica de S-CD

A concentracdo de B-CD foi medida pela descoloracdo de uma solucédo de
fenolfataleina a 550 nm, a qual ocorre depois da complexa¢do com (3-CD. A
curva padréao foi preparada a partir de uma solucéo de 3-CD 1 mM e a leitura
feita em espectrofotémetro utilizando como branco agua destilada.

Determinacgdo cromatografica de ciclodextrinas

A concentracdo de a-CD, B-CD e y-CD foi determinada por cromatografia
liguida de alta eficiencia (CLAE) equipada com detector de indice de
refracdo, coluna aminopropilsilano com tamanho de particula de 10 pm,
comprimento 25 cm e diametro interno 4,6 mm, acetonitrila e agua (70:30)
como fase mével e fluxo de 0,7 mL/min a temperatura ambiente.

Resultados e Discussao

Curva padrao espectrofotométrica de 8-CD

A curva padrdo foi construida de acordo com a Teoria da Complexacéo
(TARDIOLI et al., 2006) e a constante de equilibrio Kzcp foi estimada em
18498,38 M™. Desta forma, reescrevendo a equacao, obtém-se:

Cro0=03 [1-2BS) (141081175 AB| r=09992
ABS ABS
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Curvas padrédo cromatografica de a-CD, f-CD e »CD

As curvas padrdo cromatogréficas foram preparadas com diluicdes de
solucbes de a-, B- e y-CD a 15 mg/mL (Fig. 1) e construidas utilizando
regressao linear entre a concentracdo x area de cada CD.
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Fig. 1: Cromatogramas das solu¢fes padrdo de a-, - e y-CD nas concentra¢gfes de 15;
10,5; 6,3; 3,15 e 1,26 mg/mL.

Avaliacéo da producéo de CDs pela enzima comercial Toruzyme® utilizando
diferentes concentracdes de alcool etilico

O teste foi realizado durante 24 h e amostras foram coletadas nos tempos 0,
15, 30, 45, 60, 120, 180, 360, 720 e 1440 min e imediatamente inativadas
utilizando 2 mL de HCI 0,02 N e banho fervente durante 10 min para
posterior dosagem espectrofotométrica e cromatografica das CD produzidas.
A dosagem espectrofotométrica mostrou que ao final das 24 h de reacéo, a
presenca de 15% (v/v) de alcool etilico proporcionou a maior produgéo de B-
CD, chegando a 14,83 mg/mL (Fig. 2).
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Fig. 2: Producéo de ciclodextrinas utilizando 0,02% (v/v) de CGTase comercial,
maltodextrina 10% (p/v), temperatura de 65°C, pH 6 e diferentes concentragdes de alcool
etilico. Dosagem espectrofotométrica.

A dosagem cromatografica permitiu quantificar as diferentes CDs, e ao final
das 24 h de reacdo, podemos afirmar que a Toruzyme®, na presenca de
alcool etilico, tornou-se uma a-CGTase pois produziu maior quantidade de
a-CD, chegando a 21,62 mg/mL na presenca de 15% (v/v) de alcool etilico
(Fig. 3).
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Producéo de ciclodextrinas utilizando diferentes
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Fig. 3: Producao de ciclodextrinas utilizando 0,02% (v/v) de CGTase comercial,
maltodextrina 10% (p/v), temperatura de 65°C, pH 6 e diferentes concentracdes de alcool
etilico ao final de 24 h. Dosagem cromatograéfica.

Conclusbes

Devido a maior quantidade de a-CD produzida pela enzima comercial na
presenca do alcool etilico em relacdo a producéo de B-CD, a mesma tornou-
se uma a-CGTase. Considerando a importancia de tecnologias inovadoras
na producdo das CDs, agregadas ao uso de uma enzima comercial de facil
aguisicao e substrato de custo reduzido, torna-se atraente a perspectiva de
producdo de CD no Brasil. Portanto, espera-se com esta pesquisa colaborar
com uma possivel producédo em escala industrial de CDs no pais.
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